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Orgenism;
oder Hepatitis-Brregern, sowie die Notwendigkeit der
Blutgruppentypisi vor der Transfusion sind dem
Fadxmannsm'tlangembeknnmmdinderu:eramrm
fassend beschrieben,
Ein als vollwertiger

gische Losung verwendet warden,

Obglelch der Bedarf an etnem Produkt be-
redts frihzeitig erkannt wurde (vel Rabiner, J. Exp. Med,
126, (1987) 1127), hat bisher keines der bekannten
HBOC- e den Status eines zugelassenen Armej-
mittels erreicht,

B Das natfirliche Sa.uerstoﬂl'-'l‘mnspon-mg 1::1 dg

lutfarbstoff Himoglobin, eln Chromoprote! t el
nem Molelulargewicht (MG) von 64 Kilodalton (kDa).
Das Protein besteht aug zwei a- und p-Peptidketten, die
als prosthetische Gruppe jewels em Ham gebunden
haben.DabeibmdaheusicbmehenPorphyrin—Rhg
mit zentrelem Eisen-Atom, [solierts Hiimoglobin-Male-
knlesindnehrinstubiltmdzexfallenmschhdiestabﬂe-
ren a.8-Dimere (MG 32 kDa) Die biologische Halb-
wertaxeit von isoliertem Hamoglobin im Blutlreislauf
legt bei etwa 1 Stunde, da dio Dimere schnell fber die
memnaphro geben (vggimndie Dg
mere toxische wirkungen unn
Jandl, ). Exp. Med. 129,(1967) 925934,

Die zanilchst entwickelten HBOC-Produkte besaBen

rﬁd;geﬂ‘xhrt wurde (vgl Refihan, Ann. Surg. 176, (1972)
700,

Ferger d:sehh einer inoliermnho Hiimoglobin- i
setzung das 2,3-Dj glycerat (23-DPG), w
den natirfichen, a%ﬁ&scban Ak&vzz-mr dz.'r Saper-

Entwicklungsarbeiten an derivatisierten H
P, G Seneemes e e daru ge
auersto u
verbessemn, sowie die nephrotoxischen Symptome 2u
umgehen, Dabel wurde Himoglobin Intramolekular
vernetzt, zur Bilkdung von polymeren HBOC-Formen
tnd/oder an Polymere gekop-

pelt, um konjugierte HBOC-Formen zu schaffen,
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von HEmoglobln mittels bi- oder
ittel kann selektiv oder

Die Vernetzung
polyfunktionaler Vi

- nicht-selektiv erfolgen. Bel eine.r Form der selektiven

L]

Vemgmmg werden zvgai_

nesch (Meth. Ensymol, Vol 231 (1994), 267—274), Kei-
on, Vol 29 (1589), 767 —773), Snyder
etaL(Pmc.NatLAmd.Sd.USA.S«S(!SW). 7280—7284)
und in Rogers eta!.(&ochim.etBiophys.Acta, 1248
(1995), 135— 142) beschrieben.
Bd]ei;;r nicht-selektiven V.
termole! vernetzte, polymere HBOC-
Entsprechende Vi i
fen Verwendung werden beispielsweise i DE-
26 07 708, EP-0 646 130 und Hai et al {Art. Cells, Blood
Subs. and Immob. Biotech, 22(3) (1994), 923—931) be-
schrieben. Einen Uberblick fiber verschiedene Himo-
globin-Derivate und dis mit dem klirg Emsatz ver-
bundenen Probleme geben die Verdffentt von
Gould et al, Transfus, Sci, 16,(1995) 5~17, und Chang et
al, Biomat, Art. Cells & Immob. Biotech, 20, (1892)

' 189179,

33

pre

E -

Bekannte Himoglobin-Konjugate werden umfassend
in Xuve und Wong (Meth. in Enzymol, 231 (1984), S.
308—322) und beispielswelse in DE 26 16 086 oder
DE 26 46 854 beschricben. Lotztere offenbart Verfah-
Ten mittels derer Himoglobin an Hydroxyethylstarke
gebunden wird, indem Hydroxyethylstirke zungichst mit
Natriumperiodat umgesetzt wird. Dabej emtstehen Dial-
dehyde, an die Himoglobin geb\mdenwird.Demgegm
Uber beschreibt dis DR 25 16 036 die Kopplung von Hi-
reoglobin an Hydroxyethykstirke nach cinem Verfah-
ren, bei dandzllmﬂchn ein Vernetzungsmittel (z B
Bromceyan) an die Hydroxyethylstirke gebmnden wird
und ieBend Himoglobin an das Zviischenprodukt

Die Sauverstoff-Bindungsaffinjtit der Himoglobin-
Derivate hingt neben der Auswahl von geeigneten Ver-
netzungs- und/oder Polymerisationsmitteln auch vom
Liganden der Him-Gruppe wihrend der Vernetzung
umd/oder Polymerisation ab. Oxy-Himoglobin oxidiert
schnell zv Met-Himoglobin (Fe—II), welches eine zu
bobe Sauerstaff-Bi initdt besitzt, um als Sauer-
stoff-Transport-Mittel geelgnet zu sein. Deher wurden
die genannten Verfabren zur Herstellung von HBOC-
Derivaten quch mit Desoxy-Himoglobin durchgefithrt
{vgl Benesch, RE. aa0)

Die bisherigen Verfahren zur Herstellung von ver-
netzten und/oder konjugierten HBOC-Produkten
mdglichten jodoch kefne selektive Bindung von Himo-
globin an das Jewsilige Polymer. Es entstand
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teile aus den HBOC-Produkten, zum Beigpiel durch an-

sitzliche Fi]ntionmhﬁm,bedbgtbeu-ﬂnhdhbew

beumveﬂuste,wodmnhcﬂewlﬂmbafdi&kehder Her-
0 erheblich verschlochtert wird.

Die bisher getesteten HBOC-Produkte wiesen zu-
s&tzlichvaxlml&reNebeuwirhmgenanf,denadmeuo-
sten kiinischen Studien auf niedermolekulare, d. h. im
wesentlichen tetramere HBOC-Formen zurickzufth-
rensind(vglGouldetaLu.O.undA!nyaah&Caxhon.
Molecular Medicine Today, 1, (1995) 122127} Diese
n!edermolelmlamnHBOC-Formensindlnderhge.aus
dem Blutkreislauf in die i

e

Endothetial-Derived Relaxing Factor, EDRF) fithrt da-
zu, da8 gich die frej verfigbare NO-Menge in diesem
" Gewebe nach Applikation von HBOC Dertvaten dra-
stisch reduziert. Als Folge der lokalen Verri der
NO-Konzentration entsteht eine systemische Vasokon-
striltion, die zu Hypertonie fihrt.

Jiaet u(Namaso.(isss) 221 —226) schreiben dem
Himoglobin sogar eins zentrale Rolle in der Regulation
des NO-Kreislaufs zu. wmis }mmogiobinD;nz
der Lunge kooperativ axygeniert und -nitrogiliert,
NO-Gruppe wird wihrend des arterio-vendsen Ober
gangs auf andere Protetne Obertragen, welche dadurch
¢ine NO-abuliche, gefiBerweiternde Alktivitat erlangen.
Yernetzte HBOC-Produkte besitzen jedoch in der Re-
gel kedne kooperativen mehr,

_ Eine weitere toxische Aktivitit der bigher getesteten
HBOGPm&hewmﬂdaua.vonMayash und Caghom
ieben (val Molec. Med. Today,
Demnach sind Himoglobin-Molekille auBerhalb
Erythrozyten an Redoxreaktionen beteiligt, in deren
Verlauf hochreaktive Himoglobin- und Sauerstoff-Spe-
zies entstehen, die w o fiir Lipid-Peroxidation verant-
wcijnlichd!gemacht werden der bisl
m die toxischen Nebenwirknngen islang gete-
steten HBOC-Produkte 2u unterbinden, wurden Appli-
kationsformen entwickelt, bei denen Himoglobin in Lj-
posomen verpackt wird, wodurch kfinstliche, Erythrozy-
ten-ghnliche Transportorganellen fir bin ent-
stehen (vgl Rudolph et al, Crit. Care Med. 22, (1994)
142—150). Der hohe Eintrag von Phospholipiden in den
Bluthreislauf ist jedoch mit einem wejteren Risiko fir
die Patienten verbunden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, daB die
bisher getesteten HBOC-Produkts keine Arzneimittel-
zulassung erhalten haben, da deren Idinische Verwen-
dung als Sauerstoff-Transport-Mittel bisher durch eine
unzureichende Vertraglichkeit verhindert wurde.

Aufgabe der voriiegenden Erfindung war es daher,
ein Sauerstoff-Transport-Mittel zur Verfigung zu stel-

Sauerstoff-Transport-Mittel.

Diese Aufgabe wird durch ein Sauerstoff-Transport-
Mittel geldst, welches ein Hémoglobin-Hydroxyethyi.
stirke-Konjugat enthillt, in dem Hamoglobin und die
Hydroxyethylstarke seloktiv Ober Amidbindungen zwi-
schen freien Aminogruppen des Himoglobins und in
oxidierter Form vorliegenden reduzierenden Endgrup-
;ﬁt der Hydroxyethylstirke mitelnander verkniipft

Es hat sich Qberraschenderweise gezeigt, daB erfin-
cungsgemaBe Himoglobin-Hydroxyethylstirke-Kon-
jugate hervorragend als Sauerstoff-Transport- Mittel

40
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geelgnet sind, da diese besonders 8ut vertriglich sind.
Das Mittel weulteeme i itit auf,
die eine reversib Sauerstoff-Bindung unter physiologi-
Hm). g“edngtmgenwermég&dxbh-n t (Psp von 20 bis 50 mm

8,
istzugmﬂ,umindieendotheﬁa!enleﬂagea Blutge-
&Bednmdrhgen.mdedahakelnebypm
nischen Neben n. Das Saumtoﬂ'-’l'ranspcn-
Mittel enthillt weder antigene noch pyrogene Bestand-
telle und verursadnt anch keine nephrotoxischen Ne-
beawiricmgen.

Erfindungsgems8 wurde Gberraschenderweise fest-
gostellt, daB die vorteilhaften rheologischen Eigenschaf-
ten, die Zu einem bevorzugten Mit-
und 2zum Volumenersatz ge
Weidler et al, Arzneim.-Forschung/
Drug Res, 41, (1891) 484—498), in dem Konjugat erhal-
ten bleiben. Die gute Vertriglichkeit des Sauerstoff-
Transport-Mittels begrandet sich somit auch durch eine
gzgrmhende Kombination der vorteilhaften Sauer.

-Transport-Elgenschaften des Himoglobins und
der kglnwdiuﬁons-Bigenschaﬁm der Hydroxyethyi-
Sthr]

Das Sauerstoff-Transport-Mittel weist eine lange vas-
kulére Persistenz auf und die Molektioberfliche des
Himoglobins wird derch Substituenten abgeschirmt.
Obg;zsch wurde fmamnﬂ;,m daB das Ha-
moglobin im erfindingsgemafen ogiobin-Hy-

lstirke-Konjugat durch diesen Abschirmef-
gehindert wird, an toxischen Redoxreaktio-
en.

Emn weiterer Vorteil des erfindungsgemBen Sauer-
stoff-Transport-Mittels besteht darin, daB Hydroxyet-
hylstirke md Hamoglobin ats Konjugat gieichzeltig in
bohen Konzentrationen verabreicht werden kdanen,
ohme daB dadurch der kolloid-osmotische Druck erh6ht
wird,

Das Saverstoff-Transport-Mittel enthilt das Himo-
globin-Hydroxyethylstﬂrks-Konjugat in einer Konzen-
tration zwischen 2 und 20 g/d1, bevorzugt in einer Kon-
zentration zwischen 5 und 13 &/dL und besonders be-
vorzugt in einer Konzentration von 10 g/dL. Das Sauer-
stoff-Transport-Mittel kann ferner bekannte physiolo-
gisch vertrigliche Triger, VerdOnnungsmitte] oder Ex-
Zipienten enthalten,

von tierischen Himoglobin zu erwarten wilren. Eine
bevorzugte Auvsfhrungsform der Erfindung betrifft da-
her eln Sauerstoff-Transpo -Mittel, welches ein Himo-
globin—Hydroxyed:ylstﬂrke-,Konjugnt enthilt, in dem
das Himoglobin terischen Ursprungs ist. Das Himo-
i bovinen, porcinen oder equi-

einer besonders bevorzug-
der Briindung wird fiir die Her
stelung des Hémoglobin-Hydroxycthy!sta:ke-Konju-
gates bovines bin verwendet, das in Isolierter
Form auch ohne Vernetzung die bevorzugte Saverstoft-
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Bindungsaffinitit aufweist,

Sofern humanes wird, sollte
dieses mittels Vernetztung und/oder tion in
der tstrameren Form stabilisiert werden. Durch Vernet-
bin glechanity m e s Himogl-

3 zur reversiblen -Bi un-
ter physt befihigt. Dem Fach-
mann sind eine Vielzahl von Verfahren xur Vernetnung
oder Polym: gemiB kann

Sawnoff-Aﬂ'imtav itdt (Ps von 20 bis 50 mum Hg)eu'hmm
Bovorzugte Vemetzungsverfahren umtassen -
molekulare  Vernetmung  mit bis-pyridoxal-Tetra-
phosphat (vgl Keipert et al, Transfusion, Vol. 29 (1989),
767—773) oder Dm?:lrtn (vgl Snyder et al, Proc. Natl
Acad. Sci USA, 84 1987).7280-_—7284)odueh:chr-

* Genit

einer besonders bevo; Ausfthrungs-
fomdu&ﬁndnngﬂqtdas}{lmg!nhmvwderl(opp-
hmng an die H in enierter oder

2u 20 bis 5096 aus Hameoglobin bestehen.
mrdiel{arnellungdes!(oqlmeswhdvmwwd-
80 verwendct,dxeeinnﬁttlengMo-

droxyethyistirke

L]

10

-

5

30

wlchtvonSthOkDabesondmbevonugtist.Bevor—‘

zugte Hydroxyethylstirke ist ferner durch einen mola-
ren Substitutionsgrad von 0,1 bis 0,8 und ein Verhilltnis
von C; i im Bereich von 2 bis 20 charak-

Erfindungsgemt8 b
?nimﬂaﬁg‘ Sigms) erhiilttichen Hydroxyethylstir.

e .
keu:itva'gldchswoisehbhm i

moglobin-Hydroxyethylstirke-Konjugates
dem Molekulargewicht oder dermh]:l%!l! -
verteflung des eingesetrten Hamoglobins, der Moleku-
largewichtsverteilung der eingesetzten Hydroxyethyl-
stirke und der Auswahl der WW ab.
emiB werden Hamoglobi Hydroxyethyl-
stiirke- te deren Mol
zwischen 100nnd700kDalieat,wobeianolekularge-
gthhxzwkchmzwmdsookbubeondm bevorzugt

Im Rabmen der vorliegenden Erfindung wurde fest-
bekanntermaB

gestellt, da8 dio en stabilisierende Wir-
wb"mln 25, (1988) l1““1;) u}.hi “‘aéw

10108y, —8) auch von -
hylstarke gx i t, wenn larzkettige

ausgeh

Hydroxyethyistirke verwendet wird. Erfindungsgems-
Be Sauerstoff-Transport-Mittel weisen gegenfber un-
modifizierten HBOC-Produkten somit elns verbesserts
Lagerstabilitt bei 4°C und bei Ra auf,
Damit st das Saverstoff-Transport-Mittel iberraschen-
derwetse sclbst zum Tréger der vorteilhaft stabilisieren-
den Eigenachaften der Saccharide geworden.

der vorliegenden Brfindung sind auch die

in-Hydroxyethylsticke- Konju-
gat enthalten Diese Verfahren ermdglichen erstmals

40

gruppen von zunichst oxddiert und

anschiieBend bin Gber freis Aminogruppen

:;n:lh Amidbindungen an dle oxidierten Endgrappen
pelt.

zZugswelse ke mit einem mittleren Mo-
lehxh:gewichtvonsbi:WkDavuwendezbqum
bevorzugt ist mit einem mittleren
Molehﬂlrgewij:tvmsbbzokDmerzumcHy-

¢ ist ferner durch einen molaren Substi-
tutionsgrad von 0,1 bis 08 und ein Verhilmis von
Cz‘-CrSubstimzionimBueichvonzbiszchamkm'»
siert.

Im Rahmen der Erfindung wird far die Herstellung
des Sauerstoff-Transport-Mittels bevorzugt stroma-
freies, gereinigtes, pasteurisiertes, vernetztes und/oder
polymerisiertes Himoglobin verwendet. Das Hiimoglo-

bin kann dabei menschlichen, tierischen oder rekombj-

Endgruppen e
gebunden. Die Reaktion kann beispielsweise durch Ver-
mischen der Einzelkomponenten bej 40 C durchgefihrt
werden. Dabei kommt es zu einer nukleophilen Substi-
tutionsreaktion zwischen einer frelen Ami des
Hamoglobins und dem Lacton der H:
wobef eine Amidbindu?h:‘nmeht. durch die Hamoglo-

bat es sich demgem#B Gberra-
schenderweise gereigt, daB nach dem Verfahren von
Hashimoto et al (Kunststoffe, Kantschuk, Fasern, 9,
(1952) 1271—1279) zur Herstellung von Block-Copaly-
meren aus Polysacchariden und Polyamiden, Himoglo-
bin s0 2n oxidierte Hydroxyethylstirke gebunden wer-
den kann, daB ein besonders vertrigliches Sauerstoff-
Transport-Mittel entsteht. Unter Verwendung der erfin-
dungsgemiBen Lehre 188t sich die Synthese eines Ha-
mmoglobin-l(onjugates erstmals soweit kontrolieren,

tetramere Himoglobin-Formen an Hydroxyethyl-
stiirke gebunden werden, ohno daB ein mennenswerter
A:thcil an hochmolekularen Himoglobin-Formen ent-
steht.

Gemi8 elner bevorzugten Ausfihrungsform der Er-
find.ung werden die Resktionsbedi 50 ausge-
wihit, daB ein Hﬂmoglobin-}!ydmxyethykdrke-l(onﬁl-
gat entscht, das ¢in Molekulargewicht zwischen 100 und
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miger als 59 an piche konjugierten Himoglobin-For- Austauscher Sagle wird die Lssung
men mDemgvemmwe:denindnerweiteren GemaB einer weiteren besonders bevorzugten Aus-
gaform der nach der fﬂhrl.mg:form erfolgt die Bindung des
Kopplmg von Himoglobin und Hydroxye; Hﬁmogiobmsandieselekﬁvm’diem
keine benftigt, um sBﬂrhe,lndemH&mosbbinzunachsglnDMsowge-
dassewnmd:taRenknompmduhm Lommen und tn eine Dreﬂmb-Rnndbodmﬂasche iber-

formderﬁrﬁndlmaﬁestdasmmogbbm' vor der Kopp- an!senommemwsnngzu dnerneehohzgen' Verfahren
hmg an dio Hydroxyeth entweder In vollstindig oxidierten Hydroxyethyistarice gegeben. Nach 25-stin.
d&soxygeuierteroderteﬂwe'aedsuxygenim!’orm 10 'emR_ﬂhrenbeiWCwirddaRucbnndﬁberGel-
var. Bei einer teilweise desoxygenierten Form sind Z4- permeationzchromatographis {GPC) und Uhtrefittrazion
aammauemmgenbwonuggcﬁewsomso%ans gereimgtundsovomuamgsuﬁttelbe.ﬁ'eh.DisMG
Desoxy-Hamoglobin und zy 20 bls 5096 avs Oxy- Hamo- Zunahme der mmogioblnpr&pmﬁmn wurde mit Hil-
g!nbmbmhm&ebesowgenmungdaﬂlmo@o- fedaGPCanhandvongebramhﬁchenSmndardado-
bins kann mittels beliebiger chemischer oder physfkali- 15 kumentiert,

M&: meoierﬂﬂnel:m»?a: 3 menschiichen, nensdxe:e oder rekombinanten Ur-
gen Membran gegen ertes Gas, wie 5HeoderAr,msprunssseinundwirﬂ voaugtalswaﬂrigewsuug
zirkuliert, eingesetzt, Dag Sgna'm‘ofﬁ rt-Mittel enthitlt Al-

nlgerahs%betragz,wobeidn(}ehal:vonwenigernk 2 In erfindnngsgemis bevorzugten Sauerstoff-Trang-
1% bevorzugt ist. Der Gehalt an Met-Himoglobin sofl- port-Mitteln kann das Gewichtsverhaltnis von dem Hs-
te weniger alg 3% betragen, wobei ein Gebalt von wenj- moglob!n-!-!ydrwvethyhmke.xoqiugat zu Albumin
gerako.s%bevonugtist. vonl:mbxshlbemgen.badas:\lbunﬁnwmendicb
Gem&aeina-wdmbesondmbevomgtenm praiswmristalsdasKonjugatundzurElzielungda
fohrmgsform der Erfindung wird filr die Herstellung 35 gewtnschten osmotischen Druckes in dem Sauerstoff-
des Hamoglobh-Hydmxyethylsmke-Konjugm eine Transport-Mitte] verwendet werden kann, gind Sayer.
H&moglobin-wmng verwendet, in der dag H fimoglobin stoff-Transport-Mitte} mit einem vergielchsweise hohen
zu 50 bis 809 nusDwoxy-HEmog!obinundzu?Obis AnteilanAlbnmtnmdeinemga'ingenAmeilanHEmo-
50% aus Oxy-Himogiobin besteht Zur Herstelhmg ef- globh:-HydroxyethyMﬂrk&Konjugaten besonders be-
Der derartigen Hnmos!obin-lbsung kann Oxy-Hamo- 33 vorzugt.
globin teilweise desoxygenlert werden oder Desoxy- Die Erfindung betrifft fernar Sauerstoff-Transport-
Himogiobin teilweise oxygeniert werden. Der Gas- Mittel, die Hﬁmoglobin-}lydroxyethyhmrke-l(onjngate
Aumusch_kann dabei nach beliebigen Stand der Tech- und Albumfn. enthaltex, und efne besonders gute vaslky-

oik beschriebenen Verfahren durchgefiihrt werden. Be- l#re Vi t aufweisen. Gemas einer besonders
vorzugte Verfahren wnfassen die Begasung einer De- 4 bevorzugten A orm der en
soxy-Hamoglobin- mit Sauerstoff oder mit ei. daffir die beschriebenen Konjugate mit Albumin, vor-

zem Gag, das Saverstoff enthalt, oder eine chemische Zugsweise mit humanem Serumalbumin vermischt, wel-
Teil-Reduktion deg Oxy-Hiimoglobing mit eimem Re-  ches zuvor mit Stickstoffmonoxid geslttigt wurde. HA-
dultio nsmittel, véil:u!ﬁ bei;p&‘elsweisq Na-Dithionat, Na-As- moglobin und Albumin besitzen die Eigenschaft NO in

corbat oder Na- 45 N-Nitroso-Form zy lexieren (vgl Keaney et al, J.
Nwl;, AbschluB der Reaktion kamn das Reduktiops. Clin. Invest, 91, (1993) 1582~ 1589), Vk

mittel beispielsweise durch Ultrafiltration abgetrennt odukte in der Regel keine ocoperativen Ei-

werden. In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Er- genschaften mehr, Daher fehit thnen die Fehigkeit zur

findung wi
mit einer AusschhuBgrenze von 30 bis 50 kDa durchge- 5 den Erfindung wurde Uberraschenderweise gefunden,
fiihrt, go daf glelchzeitig mit dem Cystein dimerisierte ~ daB diesor Mange! der Himogiobin-Hydmxyethykt&r-

Hlmoglobin-Molekmeemfermwerdan. ke-Konjugate kompensiert werden kann, indem

Nach sinem besonders bevorzugtem Verfahren der Sauergtoff-Transport-Mittel verwendet wird, das neben
Erfindung wird dag Himoglobin anschlieBend umter  dem Konjugat eine Albuminlsung eathilt, die NO
NrBegamng lyophilisiert 53 komplexiert hat Dabe; erfolgt die Sattigung von Alby-

In einer weiteren besonders bevorzugten Austih. min mit NO durch Begasen einer Albuminiésung mit
rungsform der Erfindung wird Hydroxyethylstirke an NO unter Sauerstoff-Ausschius, Die vaskuldre Vertrig.
den regduzi Endgruppen selektiv oxdiert, indem  Kchkeit deg Produkts wird dadurch welter verbessert.

eine wiBrige L3sung aus fraktionierter Hydroxyethyi- Dis voriiegende Erfindung betrifft insbesondere die
stirke (MG < 10 kDa) zundchst mit einer 01 N Jodl8- g Verwendung der erfindungsgemiBen Sauerstoff-Trans.
m%emmo S8 mmmbkdle poorgil:glekll;lemdderzmm_ gen aus den Ha-
ratur H 8 zugegeben, vom m in- ydroxyethylstlirie. ugaten und Alby.
Jod stammende P Vemhwinz:gg_meserSdninwird min als Blutersatzstoff, M Perfusions-
einmal wiederholt und die M anschileBend fr Hamodutionsmitte] und/oder als kardioplegi-
weitere min gerfihrt, Danach wird die Losung einer g3 sche Lasung,
untarworfen, wobe! die embran ein
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BEISPIEL

Herstelhmp ei T thylstirke
gemmHHmomwm-Hy&wyg

A.Oxidatlon der reduzlerenden Endgruppen von
Hydroxyethytstirke

wauelnarhwen!gera!slim!delonhiermer
en .

gegeben. AnschlieBend
mndabdkanmtanmun(n'l)o.lNKOHang
mgegebmbhcﬂevcm]odmnmde!?arbem
schwand. Durch desoa wurden
l4ml]°stumgmd23le0H-UﬂmgzudemRenk-
nonmnmtzgegebenunddemchung i

hischer Reini :
Stule (Amberilte IR-120 wurde die L8sung lyophik-
::‘;e& D(ie Awbwtelagi)neinercxzmenmdnungvon

B1 Desoxygenierung von Hiimoglobin durch Begasen

cinem Gehalt von 7045 Desoxy-Hémoglobin
wurde die i beendet. AnschlieSend
wurde das Hamoglobin unter Nz-Begasung lyophilisiert

B2 Desoxygenierung von Hiimoglobin mittels
chemischer Reduktionsmitte]

Bovines Himoglobin (Biopure, Boston, USA) in ciner
Kcmentmtionvoneg/dLino,sMN 01 M
an}moqmdo,OSMNaHbewurdechamischredw
ziert. Daflir wurde dle Himoglobin-Losung mit 100 M

C. Kopplung von Himoglobin an die oxidierten
Endgruppen von Hydroxyethylstirke

Jeweigletwa 1 & des in den Schritten B3 tmdag.fz
hergest ten Himogiobing wurde in 13 m! DMSO guf.
genommen und in eine 100 m] Dreikals-Rundbodenls-
schenbermhnﬁimwm-dabeitw’chmm eingin
05ml DMSO Mgmomnaaelbsungvonsemasl\.
oxidierter gegeben. Nach 23-gtin-
digemRﬂhrenbeiWCwurdedu-RﬁdmmndﬂbaGel-
pemeaﬁonwhmmatomph!e (GPC) und Ultrafiltration
wgareinigtnnddamltvomlbmgmmelbd’rﬁtbie
MG-Zunshme dor

mit Hilfe der GPC anhand von gebrituchlichen Stan.

10
dards dokumentiert,

Patentansproche

1. Saverstoff- -Mitte] enthaltend ein Hz-

mogiobin-Hydmxyﬂhylstarke-ijugm, dodurch

droxyethylstiirke in dem Konjugat selekev aber
. frefer Ars

zwischen
deg bimtmdinozid!merlv‘orm iegen-
Hﬁmo!;b voriiegen

2 Savergtoff-Transport-Mittel nach Anspruch 2,

mm};w.eg daBu:ax wb;:_:—ﬂy—
jugat -~

port-Mittel in Konzentra 5 und

4 -'Ihnspon-Mittelnache!nemdmAn-
spriche 1 bis 3, dadurch t, dafl das
Hﬁmog!ohinn‘lenscl!ﬂchgn,dﬂ-ischenoderrekom-

spriche 1 bis 5, dadurch gekemnzeichnet, daB das
I—mmoglobinvorderxopphmgancﬁe!{)dro -
hylstarke als Desoxy-Hiimo binvorliegt.

7. Sallersto! g;'f'mnspoq rt-Mittel nach einem der An-
spritche dadurch gekennzeichnet, daB das
Himoglobin vor der Kopphng an dis Hydroxyet-
hylstirke als Mischung von Desoxy-Himoglobin
und Oxy-Hamoglobin vorliegt, wobei der Antell
von Desoxy-Himoglobin 50 bis 80% und der Anteil
oz Oxy-Himoglobin 20 bis 5096 betrigt

8. Saverstoff-Transport-Mittel nach ginem der An-
spriche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB das
Himoglobin vernetztes und/oder polymerisiertes
Himoglobin fst,

9. Sa.nm'smff-’h'ansport-mw nach einem der An-
spriche 1 bisa,dadurchgekennzeidme:,daﬁdie
H ke ein mittlares Molekularge-
wicht von 5bis 40kDa auferelst.

10. Saverstoff-Transport-Mitta] nach Anspruch 10,
dadurch ge daB die Hydraxyethyl-
stiirke et mittleres Molekulargewicht von 5 bis 20
kDa aufweist.

tionsgrad von 0,1 bisO.BmdeinVerhﬂhn.iavon
gg(‘:-Snbsﬁmdon'dx im Bereich von 2 big 20, jewrils
gen auf 'eHydroxy gruppen aufweist.
12 Snumtnﬂ-h-amporgznelkmnh oinem g:;
Anspriche 1 bis 11, dadurch ge ennzgichnet,
g“Saum:offTranspon Neﬁttel nach Anspruch 12,
3 3 )
dadurch gekennreichnet, daf das Albumin Seru-
malbumin menschfichen, tierischen oder rekombi-
nanten Ursprungs {st.
14, Suerstoff-Transport-Mitte] nach einem der
Anmpriiche 12 oder 13, dadarch et
daB das Albumin In einer Konzentration zwischen 2
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11
und 20 g/dL vortiegt
15 Seuerstoff-Transport-Mitte! nach einem der
Ansprilche 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB
das Gewichtyverhaltnis von dem Hamoglobin-Hy-
zu Albumin im Bereich

von!:10bis4 : 1 Begt

18 Saverstoff-Transport-Mittel nach efnem der
Anspriiche 12 bls 15, dedurch i daB
duAlbmnianngnbezudemKonjugatinwaB-
rigef L3sung mit Stickstoffmonoxid (NO) gesattigt
vo!

17. Sauverstof-Transport-Mittel nach einem der
Anspriche 1 bis 16, dadurch gekeanzeichnet, daB
das Mittel als waBrige Ll!sxmgoderdeyophﬂimt

g
B
F

mit den In oxidierter Fodr:
renden  Endgruppen Hydroxyethyistarke
d:mebfnhn, indem man die Einzclkomponenten bei
40°

21, Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 20,
dadurch gekennzeichnet, daB dag Himoglobin
tlerischen oder rekombinanten Us-
sprungs ist.
22 Verfahren nach einem der Anspriche 18 bis 21,
das Hamoglobi

dadurch gekennzeichnet, dag bin bo-
vinen U fst
L‘iVerfah'cnnache!namderAnqarudxe 18 bis 22,
dadurch gekennze %, daB das Hamoglobin vor
der Kopplung an die Hydro: als De-
soxy-Hamogiobin vorliegt.
24.Verfah:mnwhuinemderAnsprwhe 18 bis 23,

dadurch gekennzeichmet, daB das Himoglobin vor
der Ropplung an dle Hydroxye als Mi-
schung von Desoxy-Himoglobin and Oxy-Himo-
globin vorliegt, wobe! der Anteil von Desoxy-Ha-
moglobin 50 bis 80% und der Anteil von Oxy-Ha-
mogilobin 20 bis 509

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 24,
dadurch gekennzeichnet, daB das Himoglobin ver-
netztes und/oder d

pen, aufwelst.
2. Verwendung eines Sauerstoff-Transport-Mit-
tels nach den Anspriichen 1 bls 17 oder bergestellt
nach den Ansprichen 18 bis 25 als Blutersatzstoff,
Plasma-Expander, Perfusionsmittel, Himodily.

15

12
tionsmitte] und/oder kardioplegische Losimg.
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